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より分化 した脂肪前駆細胞が増殖 し、分化誘導因子の刺激により、脂肪の生合成 と蓄積を行うこ
とにより、筋肉内の脂肪交雑が形成 される。 しかし、牛筋肉内での脂肪交雑形成および脂肪細胞
分化機構はいまだ十分 に理解 されていない。肉牛生産現場では牛肉の輸入自由化以後、より付加
価値のある牛肉生産 を目指した改良あるいは飼養管理により、脂肪交雑 を向上させ ようとする傾

















筋肉内脂肪細胞に特異的な遺伝子の同定、さらに指標 となるマーカー遺伝子が明らか とな り、そ
れによる応用は、肉牛の選抜 と効率的な牛肉生産 にっながると考えられる。
本研究で は、 ウシ胸最長筋筋 肉内脂肪細胞 由来脂肪前駆細胞株(bovineintramuscular
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preadipocyte;BIP細胞)を 用 い て 、PCRサ ブ トラ ク シ ョ ン(suppressionsubtractive
hybridization)法により、脂肪細胞分化誘導後 に発現 する遺伝子 の解析 を行 う(第2章)。 次 に、
サ ブ トラクシ ョン法 によ り得 られた遺伝子の中か ら、細胞外マ トリクス形成 に関与す る遺伝子 ク
ローンを2種 選択 し、個々の遺伝子 クロー ンの同定 と'脂肪細胞 の分化 に伴 う役割 を、第3章 と第
4章 で明 らかにした。
笙2章 脂肪細胞分化関連遺伝子の分離ならびに検索
脂肪細胞 の分化に関与す る遺伝子の解析 はマウスの3T3-Ll細胞 を用いて行われてい る。 ヒ ト
や ウシ を含 めその他の生物種 において は、 マウスの3T3-L1細胞の よ うな脂肪細胞 に分化可能 な
細胞株 が得 られていなかったことか ら、研究が あま り進 んでいない。 このこ とか ら、3T3-L1細
胞 を用 いて行 われた細胞分化の結果が、脂肪細胞 の分化メカニズム として受け入 れ られ てきた。
しか し、近年 加 丙γoにおける脂肪細胞分化の解析が進 められ、 これ らの結果が3T3-Ll細胞 を
用 いた分 化の解析 の結果 と必ず しも一致 しないことが明 らか となった。 これは、3T3-L1細胞 自
体が線維芽細胞 由来で脂肪前駆細胞ではない とい うこ とにも起 因す る と考 えられ る。 また、動物
種 による違 いも指摘 されている。
そこで本章で は、麻生 らが樹立 した黒毛和種牛の胸 最長筋筋 肉内脂肪由来の脂肪前駆細胞株で
あるBIP(Bovineintramuscularpreadipocyte)細胞 を用 いて、 ウシ脂肪細胞分化関連遺伝子の
分離 な らび に解析 を行 った。
PCRサ ブ トラクシ ョン法 により、分化誘導 した培養4日 目のBIP細 胞のcDNAか ら分化誘導
前の培養2日 目のcDNAを 差 し引 くことにより、分化誘導後 に発現誘導 され る621の 遺伝子 を
分離 した。次 に、それ らの塩基配列 を解析 し、 この塩基配列 を もとにデータベース上でホモロジ
ー検 索 を行 った(表1) 。 ホモ ロジー検索 の結果、下記 の事項 に該 当 す る遺伝子 につ いて、得 ら
れ た遺伝子断片をプローブとしてNorthemblot法の解析 を行 い、分 化誘導後に発現が誘導 され
ている遺伝子の二次スクリーニングを行った(図1)。
この結果、




②EST(expressedsequencetag)とホモロジーが確認 された遺伝子 …124ク ロー ン
③ 相同性 がある遺伝子 が見 られなかった未知遺伝子 …54ク ローン
が得 られ た。
本研究で はく② に分類 された2種 類の遺伝子、clone41およびclone4・3について、さらに詳
細 に調べ ることを試 みた。
第3章Cbne41遺 伝子の同定と脂肪細胞分化に伴う発現の解折
Clone41はNorthemblot法 にお いて も分化 誘 導後 に発 現が誘 導 して い る こ とが確 認 され た
(図2)。また 、clone41は"ESTとホモ ロジーが 確認 され た遺伝 子"に分 類 され、MARCBostaurus
cDNAsequence(ESTclone;BF706859)との ホモ ロ ジ ーが確 認 され た。 そ こで、 分 化誘 導4日
目 のcDNAIibraryよ り、cDNAの ク ローニ ン グお よび塩 基 配列 の 解析 を行 った結 果3'側 が 異
な る2種 類 の配 列(clone41-9,41-10)が得 られ た 。 これ らの配列 を も とに再 び デ ー タベ ース 上
で ホ モ ロ ジ ー検 索 を行 っ た結果 、clone41はbovinetypeXHcollagen(ColX皿)で、サ ブク ロ
ー ン につ い て はNCIregionに 存 在 す るsphcingisofbmlであっ た 。Clone41-9がsplicing
isob㎜ のColXII-21こ、clone41-10がColXH-Rこ相 当す る ことが判 明 した(図3)。 ヒ トお
よび マ ウ ス のtypeXHcollagenとの ア ミノ酸 配 列 で の ホ モ'ロジ ー は ヒ トと96.6%、マ ウ ス と
96.2%で、 そのahgnmentの結果 を 図4に 示 した。




これ ま で に脂 肪 細 胞 の分 化 とColXIIの発 現 につ い て の研 究 は報 告 され て い ない 。 そ こで、BIP
細 胞 を用 い て、 ウシ脂 肪細 胞 分化誘 導 時のColXIIの発 現 様式 の解析 を行 った。
ColXHに は既 に4種 類 のsplicingisoib㎜の存 在 が報 告 され て い る(図5)。 そ こで 、 どの タ イ
プのsplicingisob㎜がBIP細胞 の脂 肪細 胞分 化誘 導 時 に発 現誘 導 され るか をNo曲emblot法(図
6)とRT・PCR法(図7)で 解 析 した。Northemblot法の結果 、分 化 誘導 前(培 養2日 目)と 分
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化誘導後(分 化誘導4日 目)の 発現量 を比較 した結果、分化誘導後 にColXHAが4.1倍、ColXIIB
が2.6倍で発現増加が確認 された。さ らに、BIP細胞 の脂肪分化誘導時 の各 アイ ソフォー ムの発現
'
をRTPCR法で経時的 に追跡 した結果、ColXIIAColXH-2が分化誘 導 に伴 い発現増加 す る こと
が確認 された。
以上の結果 か ら、ColXHは脂肪細胞分 化誘導 に よ りmRNAの発現 が誘導 され ることが確認 さ
れ た。ColXIIのsplicingisofonnにつ いて は、 どの タイ プも分化誘導 によ り発現が増加 す るが、
特に、ColXHAとCoIXII-2が分化 に伴ない強 く発現が増加す ることが確認 された。この ことか ら、
ColXIIA-2タイプがウシ脂肪前駆細胞の細胞分化時に発現誘導す ることが明 らか となった。
次 に、ColXHのタンパ ク質の発現を、免疫染色 およびWestemblot法により検討 した。抗Col
xnポ リクローナル抗体 を用 いて、増殖培地 または分 化誘導培地 で8日 間培養 したBIP細 胞 の免
疫 染色 を行った結果、分化誘導培地で培養 したBIP細 胞 でのみ陽性反応 が得 られた(図8)。 ま
た、Westemblot法の結果、抗体の反応 性か らsplic血gis面㎜ の識別は出来なかったが、ColXII
が分化 に伴い発現が増加することが確認 された(図ll)。
以上の結果 より、BIP細胞の脂肪分化 によ り、 タンパ ク質 につ いて もColXIIAとColXH-2の
mRNAの発現 と同様、分化に伴い発現が増加す ることが示されだ。
さらに、加 伽oで のColXHsplicingisofom1のmRNAの発現 を確認す るために、 ウシの各
種組織において これ らのmRNA発 現 を解析 した。
黒毛和種牛の皮下脂肪、内臓脂肪、腎周囲脂肪、腸間膜脂肪、胸最長筋、半腱 様筋、大脳皮質、
肺、心臓 肝臓、脾臓、腎臓 および小腸か ら、totalRNAを抽出 し、ColX翠AXIIB,XH-1,Xn:一
2spHcingisofb㎜の発現 を解析 した(図10)。 その結果、4部 位の脂肪組織 においての み全種
類のsplic塊iso艶㎜ の発現が確認 され、皮下脂肪 と内臓脂肪で はx皿Aの 発現力塙 く、特 に皮
下脂肪では検討 した組織 の中でXII-1の発現が唯一高発現 していることが判明 した。
以上の結果か ら、成体の組織 において もColX∬ は脂肪組織 において特異的に発現 してい るこ




Clone4-3はサブ トラクシ ョン法で得 られた時点で、既知遺伝子 とのホモロジーが無 いEST遺
伝子 と.判断 しち。Northemblot法の結果か らも、脂肪細胞分化誘導後 に発現誘 導 してい ること
が確認 された(図n)。 そ こで、分化誘導4日 目のBIP細 胞cDNAlibraryより、全長 の遺伝
子の クローニ ングを試みた結果、codingregion全長 をカバーす るcDNAが得 られ た(図12)。
塩基配列 を解析 した結果、 当初はデー タベースに登録 のない新規の遺伝子で、544ア ミノ酸残基







であ ることが判明 した。 ア ミノ酸配列のahg㎜entは(図13)に 示 した。登録名称 は各 特許、
論文 によ り異なっているが、酵素活性 も報告 されてい ることか ら、塩基配列 はABI26035;bovine
homologueofcollagenprolyl4-hydroxylasealphaIIIsubunit.としてDDBJに登録 した。
次 に、C-P4Hα(HI)について、脂肪細胞分化時における発現解析 を行 った。
初 め に、BIP細胞の脂 肪分化誘導時のC-P4Hα(IIDのmRNAとタンパ ク質の発現 レベルを解
析 した。BIP細胞分化誘導時のmRNA発 現の経時牽化 をRT・PCR法により解析 した結果、分化
に伴 い発現が増加 してい ることが確認 された(図16)。
pQE30vectorにC-P4Hα(IIDの255-462aminoacid領域を組み込み 亙colfで組み換 タ
ンパ ク質 を作製 し、精製後 マウスに免役す ることによ りマウス抗C-P4Hα(III)モノ クローナル抗
体 を作製 した。 このモ ノクローナル抗体 を用いて、 ウシC-P4Hα(IIDのタンパ ク質 レベルの発
現 をWestemblot法で解析 した結果 、BIP細胞でそのタンパ ク質の発現が分化 に伴 い増加す る
ことが確認 され(図15)、RT・PCR法の結果 と一致 した。
さ らに、組織 における発現 をRTPCR法により解析 した ところ、ほ とんどの組織 においてmRNA
が発現 し、組織特異性 は認め られなかった(図16)。 同様 に、組織 におけるタ ンパ ク質発現 を
Westemblot法によ り解析 した結果、RT・PCR法で得 られた結果 とは異な り、脂肪組織 お よび骨
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格筋(胸 最長筋、半腱様 筋)に おいて強 く発現 しているこ とが確 認 された(図17)。 また、脂
肪組織 においてはバ ン ドが2本 検 出されたが、 この理 由については、糖鎖の付加、 シグナルペプ
チ ドの有無な どが考 え られ るが、現時点では不明である。
第5章 総合考察
本研究 で は、BIP細胞 の培養2日 目 と分化誘 導4日 目の遺伝子 の発現 を比較 した。分化誘導後
のBIP細 胞 はDNA合 成 が3日 目に減少 し、5日 目には回復 し、脂肪滴内に蓄積 される トリグ リ
セライ ドの原料 とな る酢酸 とグル コースの細胞 内への取 り込み も5日 目には上昇す ることが既 に
報告 されてい る。 この よ うに、BIP細胞において、分化誘導4日 目は脂肪細胞分化関連遺伝子の
発現開始期で あ り、分化初期段階での遺伝子発現の変化を検討す るの に適 した時期である。また、
サブ トラクシ ョン法 はPCRを 利用す るこ とで微量発現遺伝子 であって もクローニングが可能で
あった。得 られ た遺伝子 の中には、解析 を進 めていない新規遺伝子 と考 え られ るもの、未解析 の
分化誘導前 の特 異的遺伝子等 もあ り、近年の急速な遺伝子解析 技術 の進歩 を考え ると、 ウシの脂
肪細胞分化制御 を解明す るためには、 それ らの遺伝子 の解 析が急がれる。
本研究で得 られたウシの遺伝子群の塩基配列 とそ こか ら得 られ るア ミノ酸配列 は、 ヒ ト、 マウ
スお よび ラッ トで比較 す る と、鶴歯類に比べ ヒ トとのホモロジーが高 い ことが判明 した。遺伝子
のホモロジーだ けでは不 十分で はあるが、 この ことはウシを用 いた遺伝子解析 は ヒ トへの応用利
用 も可能であ ることを示 唆 してお り、研究結果 の新たな利用価値が広が るこ とが期待 され る。
TypeXIIコラーゲ ンに関 して、脂 肪細胞 分化誘導時には細胞 外マ トリクスの再構築が行われ
ることが知 られてい る。ColXIIは、 コラーゲ ン線維に間接的 に結合 しコラーゲ ン線維間の架橋
を行 うこ と、BIP細胞の脂肪細胞分化誘 導時にそのmRNAお よび タンパ ク質発現が誘導 され、
この発現時期 が この再構築 の時期 と重 な ることか ら、ColXHも脂 肪細胞分化 に伴 う細胞外マ ト
リクスの再構築に関与す ることが示唆され る。
これ までのColXIIsplicingisoお㎜ にっ いての報告 によると、ColXIIAはN末側 にグルコサ
ミノグリカ ンの結合部位が存在 し、 コラーゲ ンならびにプロテオ グリカ ンとしての性質 を持つ こ
とが報告 されている。 これに対 し、ColXIIBはこのグル コサ ミノグ リカンの結合部位を欠いてい
る。 さらに、発生段階 におけ るColXHAとColXHBの 発現解 析の報告 によれば、ほ とん どの組
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織 で発生が進 むにつれて、発現がColXHAか らColXHBに 変化す る。 また、 プロテオ グリカ ン
は各種成 長因子 との親和性が高 く、それ らを結合す る ことで細胞分化 に重要な働 きを してい ると
考 え られて いる。 これ らの ことから、ColXIIAは細胞分化 、発生 において重要な役割 を持っ こと
が示唆 され る。
CoD(IIは、BIP細胞 の脂肪細胞分化誘導時 にそのmRNAお よびタンパク質発現が誘導 され る
こ とが明 らか とな り、 さ らにウシ脂肪細胞では、成体 において もColXIIAが発 現 してい るこ と
は新 たな知見である。
以上 の ことよ り、本研究 に より得 られた知見は脂肪細胞の分化お よび組織形 成 にColXHAが
深 く関わっていることを強 く示唆す る。
C-P4Hα(HDは2003年にクローニングされたcollagenprolyl4-hydroxylase(C-P4Hs)のα
subunitの新 しいtypeである。C-P4Hsはα2β2か らなる4量 体 を形成 し、αsubunitにはα(1),
α(H),α(HDが存在 し、prolyl4-hydroxylase活性が、β ubur亘tにはproteindisu塩deisomerase
(PDD活性 があ ることが報告 されてい る。C-P4Hsはconagenおよびcollagenlikeproteinの
一X-Pro-Gly一トリプレッ トのPro残基 のhydroxylationを触媒 し、4・hydroxypro】血eを 形成す
る活性 を持つ。 コラーゲ ン分 子の4-hydroxyprohne形成 は新生 された コラーゲ ン分子 が トリプ
ルヘ リックス構造 を形成 するために必要不可欠で、 βsubmitのPDI活性 とともに コラーゲ ンタ
ンパ ク質 の リフォールデ ィングを担ってい る重要な酵素で あることが知 られてい る。
本研究 に よ り、BIP細胞 の分化誘導後に(ンP4Hα(IIDが発現誘導 された ことがmRNAお よび
タンパ ク質 レベルで確認 された。 また、 ウシ組織におけ る発現解析 の結果、mRNAは 全ての組織
において発現が確認 され たが 、タンパ ク質発現につ いては、脂肪組織、骨格筋 において高発現 し
ているこ とが判明 した。
ECMの主要構成成分であるコラーゲンのrefoldingに必要不可欠 とされ るC-P4Hsのαsubunit
で あるC-P4Hα(IIDがBIP細胞の脂肪細胞分化誘 導時 に発現誘 導が認 め られた。 この ことは脂
肪細胞分化誘 導時 に起 こるECM再 構築 にC-P4Hα(IIDが関与 してい ることを示唆す る。 また、
脂肪組織 お よび骨格筋 においてmRNA発 現量に比べ、 タンパ ク質発現 量が非常 に高い こ とが明
らか となった。C-P4Hα(IIDは分泌あるいは膜結合 タンパ ク質 ともいわれてい るこ とか ら、その
存在形式 はまだ明 らか にな っていないが、 ウシの脂 肪細胞 にはC-P4Hα(III>の翻訳 または翻訳
後 の発現調節機構が存在 す る可能性が示唆 される。本研 究で行 ったサブ トラクシ ョン法 に よ り得
られた遺伝子の中にC-P4Hsのβsubunitの関連 タンパ ク質 もクローニ ングされてい る。先 に述
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べ たColXHに つ い て も分 子 内 のCOL1お よ びCOL2domainにC-P4Hsの 基 質 と な る
_X_pro_Gly_トリプ レ ッ トが存在 す るこ とか ら、C-P4HsはColXHのrefoldingにも作用 して
い る と推 測 され る。
以上の ことより、本研究でクローニングされたtypeXnco11agenおよびC-P4Hα(HI)は細胞
外マ トリクスの構成 に関与 してい る分子で、共に脂肪 細胞分化 によ り引 き起 こされるECMの 再
構築 に関与 してい ることが推測 され る。特 に、C-P4Hα(IIDはコラーゲン分子の リフォールデ ィ
ングに必要不可欠 とされ るC-P4Hsのαsubur匪tであ り、脂肪細胞分化、特 に、筋肉内脂肪組織
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表1PCR』 サ ブ トラク シ ョンに よ り得 られた
621クロー ンの一部
図1Subtractionによ り得 られ た遺伝 子 断片 を



















Lane2;分化 誘 導4日 目 のBIP
1,ugpoly(A)+RNA/lane
図3Clone41-9,41-10の構 造
Spllclngの違 い に よ りclone41-10では フ レー ム シ フ トが




























































































図4Clone41の ア ミ ノ酸 配 列alignment
HumanColXl1(NM_004370)と96.6%、





































N末 側 のNC3領 域 とC末 側 のNC1領 域 の2種 類 のsplicingtypeがあ
り、 分 子 種 と して はXllA-1,XIIA-2,XllB-1,XllB-2の4種類 が 存 在 す る 。



















図6TypeXllcollagensplicingisoform特異的 なプ ロー ブを用 いたNorthernblot







GAPDH難講 　麟 舞 鱒 　
図7BIPcell脂肪細胞 分 化 時 におけ るColXHsplicingisoformmRNAの発現
ColXIIA,XHB,Xll-1,Xll-2splicingisoform特異的 プ ライマー を用 い、RT-PCR
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図9BIPcell脂肪細胞 分化 時 にお けるColXllsplicingisoformタンパ ク質 の発現
分化誘導 後0,2,4,6,8日お よびGr(増殖培地)で 培 養 した細 胞 のtotaiprotein20μg
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図10黒 毛和 種各 種 組織 にお けるColXllsplicingisoformmRNAの発現
Splicingisoform特異 的プ ライマ ーを用 いてNestedPCRを行 い発 現を比較。
RT-PCR15cycle後、nestedprimerを用 いて2nd.PCR30cycle増幅。
Lanes;1.皮下 脂肪,2.内臓 脂肪,3.腎周 囲脂 肪,4.腸間膜 脂肪,5.胸最長筋,6.半腱 様筋,







Lane2;分化 誘 導4日 目のBIP
1,ugpoly(A)+RNA/lane
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図13Cbne4-3の ア ミ ノ 酸 配 列alignment
HumanP4HA3(AY313448)と91.5%,Mouse
Rat(AY313450)と87.3%の 相 同 性 が 得 られ た 。
P4HA3(AY313449)と88.6%,
Clone4-3
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図14BIPcell脂肪細 胞分化 時 におけ るclone4-3mRNAの発現
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図15BIPcell脂肪細胞分 化時 にお けるcione4-3
Clone4-3タ ンパ ク質 の発現
a).モノクロー ナル抗体 の抗原領域 。Eoo〃 で
recombinant蛋白質 を発現。
b).抗cione4-3MoAb.によるWesternbbt
分化誘導後0,2,4,6日お よびGr(増殖 培地)で 培養
した細胞 のtotalprotein20μgを使用
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Lanes;1.皮下脂肪,2.内臓 脂肪,3.腎周囲脂肪,4.腸間膜脂肪,5.胸最長 筋,6.半腱様筋,7.大脳 皮質,
8.肺,9.心臓,10.肝臓,11.脾臓,12.腎臓」3.小 腸
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図17ウ シ各 種 組 織 に お け るclone4-3タ ンパ ク質 の発 現
抗clone4-3MoAb.に よ るWesternbbt
Lanes;1.皮 下 脂 肪,2.内 臓 脂 肪,3.腎 周 囲 脂 肪,4、腸 間膜 脂 肪,5,胸 最:長筋,6.BIPS87.胸 最:長筋,
8.半腱 様 筋,9.大 脳 皮 質,10.肺,11.心 臓,12.肝 臓,13.脾 臓,14.腎 臓 」5.小 腸
一16一




率的な牛肉生産に貢献すると期待 される。そこで,本 研究では,ウ シ胸最長筋筋肉内脂肪細胞由来脂
肪前駆細胞株(BIP細胞)を 用いて,脂 肪細胞の分化関連遺伝子 とその機能を解明す ること脅目的 と.
した。
は じめに,PCR-su雛ac面n法に よ り脂肪 細胞分化 誘導後 に発現す る遺伝 子の塩基配列 をも とにデー
タベース上でホモ ロジー検索 を行 い,得 られ たcDNAlibraryより全長cDNAの ク ロー ニ ング塩基配列
の解析 を行い,再 びホモ ロジー を検索 した。そ の結果,脂 肪組織 の細胞外マ トリクス(ECM)形 成 に
関与す る遺伝子,bovinetypeXHcollagen(ColXII)とbovinecollagenproly14-hydroxylaseαHIsubunit
(CP4HαIII)を同定 し,そ れ らの発現 を脂肪細胞分化過程 と脂肪組織で詳細 に解析 し,そ の機能 を
明 らか に した。
ColXIIはsplicingisofo㎜Co1XH-1とColXII-2で,ヒトお よび マ ウス のtypeX■collagenとの ア
ミノ酸配列 での ホモ ロジー はそれ ぞれ96.6%96.2%であった。 ウシのColXIIはク ローニ ングされ て
は お らず,ABO99882;(4242bp)BostaurusCOL12mRNAfortypeXIIcollagenNCIdomainshorttype
splicingisofo㎜,p飢i組cds.,ABO99883;(2989bp)NCldo薗nlong卿esplicingisofo㎜,p血訓cds.と
してDDBJに登録 した。BIP細胞 分化 誘導時のColXIIのmRNA発現 は,分 化誘導後 にColXHAが4.1
倍,COLXIIBが2.6倍に増加 し,さ らに,ColXIIAとColXII-2が分化誘導に伴い,mRNA発 現 を増
加す るこ とが確 認 され た。 これ に よ り,ColXHA-2タイ プ のmRNAが 脂肪細 胞分化 時に発 現誘導 す
るこ とを証 明 した。Co1XIIのタンパ ク質 は,分化誘導培地で8日 間培養 したBIP細胞 で陽性 であった。
さらに,Westemblot法でColXIIが分化 に伴 い発 現増加す るこ とが確 認 された。 この ことか ら,BIP
細胞 の脂肪分化誘導に よ り,ColXIIのタンパ ク質 がmRNAと 同様 に,発現増加す ることが証 明 され た。
また,黒 毛和種牛 にお いて,ColXIIA,XIIB,XII-1,XII-2のmRNAは,脂肪組織でのみで発 現が確
認 され,特 に皮下脂肪,内 臓 脂肪 ではXIIAの発 現 が高 く,皮 下脂肪 につ いてはXII-1の発 現 が高発
現 した。以上 のこ とか ら,成体 でもCo1XHは脂肪組織 にお いて,特異的に発現す るこ とが証明 され た。
CP4HαIHは得 られ た時点 で,既 知遺伝 子 とのホモ ロジー が無 い こ とか ら,新 規遺伝子 と判断 さ




ト,マ ウス,ラ ッ トの配列 が登録 され,ホ モ ロジーが非 常 に高い ことか ら,ウ シの ホモ ログであ る
こ とが判 明 し,AB126035;bovinehomologueofcollagenprolyl4-hydroxylasealpha.IHsubunitとして,
DDBJに登録 した。CP4HαIIImRNAはBIP細胞 分化 誘導時に発現 が増加 した。また,CP4HαIIIの
monoclonalantibodyを作成 して,Westemblot法でBIP細胞脂肪 分化誘導時 にCP4HαIIIが分化 に伴
い発現増加す るこ とが証 明 され た。CP4HαHImRNAはほ とん どの組織 で発現 し,ColXIIのよ うな
脂肪 組織特 異性 は認め られ なかった。
ColXHAはN末側 にグル コサ ミノグ リカ ンの結 合部位 が存在 し,プ ロテオ グリカ ンとしての性質 を
持っ。 プ ロテ オグ リカ ンは成長 因子等の結合部位 を持 ち,発 生過程 にお ける細胞 分化に非常に重要 な
役割 を担 ってい る。 この ことか ら,ColXIIAは細胞分化,発 生に重要な作用を している と考 え られ る。
ColXHAが成体 でも脂肪細胞 に発 現す る ことは新たな知見で あ り,脂 肪組織で は常 に細胞分化 と組織
形成 が起 こってい るもの と考 え られ る。一方,BIP細胞 分化誘 導後に,ECMの 主要構 成成分 であ る
collagenのrefoldingに必要不可欠 とされ るCP4HsのαsubunitであるCP4HαHIが脂肪 細胞分化誘導
時 に発現 が誘導 され た ことは,脂 肪細胞 分化誘導 時に起 こるECM再 構築 に,ま た,脂 肪組織 お よび
骨格筋 におい てCP4Hα 田 タンパ ク質発現 が非常 に高い こ とか ら,脂 肪交雑 形成 にCP4Hα(HI)が
関与す るこ とが示 された。
本研究 は,ウシ脂肪細胞 の分化 に関与す る2種 の遺伝 子,ColXIIとCP4HαIIIをク ローニ ング した。
これ らは共 にECMの 構成 に関与す る分子 で,脂 肪細胞 の分化過程でECMの 再構築 に関与す るこ と,
特 に,CP4Hαmはcollagenのrefoldingに必 要不可欠 とされ るCP4Hsのαsubunitであ るこ とか ら,
筋 肉内脂肪組織 形成 初期 に重要な役割 を担 うこ とな ど,両 分子の機能 が明 らか にされた。以上 のよ う
に,本 研 究では ウシの脂肪 細胞 の分化制御 因子 とその機 能に関す る新知見 が示 され た。 このこ とは,
筋 肉内脂肪 の組織構 築の解 明に役立 ち,肉 質制御技術 の開発 に貢献す るこ とか ら,高 く評価 され る。
よって,審 査員一 同は,こ れ を博士(農 学)の 学位授 与に値す るもの と判断 した。
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